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NOUVEAUX DERIVES DE UACIDE HYALURONIQUE, LEUR PREPARATION ET LEUR UTILISATION. 

_ Composition contenant un hyaluronane modifie cons- 
titue essentiellement d'acide hyaluronique, eventuellement 
reticule, dans lequel une proportion non superieure a 50 % 
des groupes carboxyliques sont sous forme d'esters alipha- 
tiques ou arylaliphatiques dont le groupe aJiphatique ou 
arylallphatique comporte au moins 10 atomes de carbone. 
De tels hyaluronanes modifies, lorsque le taux cfesterifl ca- 
tion est suffisamment faible, sont solubles dans les milieux 
aqueux et peuvent alors former des solutions visqueuses ou 
des hydrogels utilisables notamment en pharmacie et en 
chirurgie, notamment sous forme d'implants. Lorsque le 
taux aesterification est plus eleve, les hyaluronanes modi- 
fies, insolubles, sont utilisables notamment sous forme de 
microspheres ou d'implants massifs. 
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L'invention concernc de nouveaux polym£res 66rW6s de l'acide hyaluronique, 
ieur preparation et Ieur utilisation. 

On sait que l'acide hyaluronique est un polysaccharide constitul par la suc- 
cession de motifs disaccharidiques N-acetylglucosamine/acide glucuronique. L'acide 
hyaluronique est un polysaccharide naturel dont les solutions aqueuses ont une viscosite 
elev6e. II est pr6sent notamment dans le cordon ombilical, dans llmmeur vitr€e et dans le 
Iiquide synovial. II est egalement produit par certaines bacteries, notamment par des 
streptocoques h£molytiques des groupes A et C. La masse moteculaire de l'acide hyalu- 
ronique peut varier de 10 000 a 10 000 000 g/mol environ, selon 1'origine. L'acide hyalu- 
ronique est commercialism notamment sous la forme de sel de sodium (ou hyaluronate). 
On utilise le terme g6n6rique "hyaluronane" pour designer indistinctement l'acide hyalu- 
ronique et le hyaluronate. 

Le hyaluronane est un glycosaminoglycane bioresorbable des tissus conjonc- 
tifs. Sa particularity est d'emmagasiner une grande quantite d'eau, formant une matrice 
visqueuse autour des cellules. En solution a haute concentration, les macromolecules de 
hyaluronane s'interp&ifctrent, et cet enchevetrement conffcre & la solution des propri&es 
viscoelastiques (intermediates entre les propriltes des solutions visqueuses et les pro- 
prietes des solides) qui sont encore renforc£es, dans le Iiquide synovial, par la presence 
de prolines favorisant la formation de rlseaux intermoleculaires. Le hyaluronane donne 
au Iiquide synovial le pouvoir d'absorber les chocs : lorsque la force de cisaillement est 
faible, le Iiquide synovial a un comportement visqueux. Si la force de cisaillement aug- 
mente, son comportement devient plus elastique. 

Cependant, le hyaluronane pur, tneme de haute masse moleculaire et a con- 
centration relativement forte (20 g/1) ne pr&ente pas les propri6tes rh6ologiques souhai- 
tees pour une utilisation efficace, par exemple, en viscosupptementation (remplacement 
du Iiquide synovial) en viscochirurgie (chirurgie de l'oeil) ou pour la realisation d'im- 
plants. 

O n a maintenant dlcouvert qu'en esterifiant partiellement les groupes car- 
boxyliques du hyaluronane k ['aide de chaines aliphatiques hydrophobes (notamment 
chaines alkyle de longueur suffisante), il est possible'd'obtenir, selon le degre d'esterifi- 
cation, des derives du hyaluronane pr6sentant des proprietes interessantes. 
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Les chaines aliphatiques hydrophobes sont notamment des chaines alkylc li- 
n£aires ou ramifiees (comportant par exemple un groupe isopropyle en bout de chaine), 
pouvant comporter en outre une ou plusieurs insaturations, et comportant au moins 
10 atomes de carbone. Dans ce qui suit, on parlera parfois de chaines "alkyle", mais il 
5 faut comprendre que cette expression designe et englobe des chaines aliphatiques telles 
qu'elies viennent d'etre definies. 

Dans les derives de I'invention, le taux d'esterification des groupes carboxyli- 
ques est g£n£ralement au moins 6gal a 1 %. 

Lorsque le taux d'esterification est inferieur & un certain seuil (qui depend de 

10 la longueur de la chaine alkyle) les derives obtenus sont solubles dans l'eau (ou dans une 
solution de chlorure de sodium) en donnant des solutions de viscosite plus 61ev€e que le 
hyaluronane. Lorsque le taux d'esterification est suffisant, ces derives solubles sont capa- 
bles de former, par association des chaines hydrophobes (reticulation physique), des r6- 
seaux intermoleculaires qui conf&rent au milieu une viscosite elev6e et qui peuvent meme 

15 conduire a la formation d'hydrogels. La distinction entre "solution visqueuse" et "gel" est 
fondee sur le critere suivant : places dans un tube, une solution visqueuse est capable 
d'ecoulement apres retoumement du tube, contrairement & un gel, qui peut etre mou ou 
dur selon le cas, mais qui ne s'ecoule pas. 

On peut ainsi obtenir des solutions visqueuses, ou des hydrogels, avec des 

20 hyaluronanes modifies par esterification, jusqu'S un taux d'esterification d'environ 20 % 
(pour une chaine alkyle en C w ) et d'environ 4 % (pour une chaine alkyle en Q 8 ), et cela 
avec des concentrations tres faibles en hyaluronanes modifies, par exemple avec des con- 
centrations de I'ordre de 1 %. La reticulation physique peut etre renforcle par une reticu- 
lation chimique de faible importance conduisant k 1'etablissement de liaisons covalentes 

25 intercatenaires, notamment entre des groupes carboxyliques. 

On peut ainsi, avec une leg&re modification chimique du hyaluronane, pro- 
duire soil des solutions aqueuses & forte viscosite modulable, soit des hydrogels aux pro- 
prietes rfieologiques controlables, tout en restant dans des domaines de concentration 
relativement limites. Les produits obtenus conservent une charge negative (groupes car- 

30 boxyliques residuels) elevee, ce qui permet d'obtenir des hydrogels capables de fixer des 
cations et/ou de grands volumes d'eau, et qui sont capables de gonfler dans l'eau lorsqu'ils 
sont introduits par exemple sous la forme d'une poudre sfeche (lyophilisat). Ce gonflement 
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peut etre £ventuellement limite par une faible reticulation conduisant h la formation dc 
liaisons intercat£naires covalentes. 

Lcs hydrogeis de IWention forment un r6seau tridimensionnel de chaines 
hydrophiles relides par des microdomaines hydrophobes constitutes par agrlgation des 
chaines alkyle. II en rfisulte une reticulation physique des chaines hydrophiles. Les mi- 
crodomaines hydrophobes formes par les agrSgats de chaines hydrophobes sont assimila- 
bles h des nanoparticules qui pr£sentent la particularity de ne pas etre libres et 
independantes, car elles font partie du rlseau tridimensionnel forme par les molecules 
polymferes dans lliydrogel. Ces sortes de nanoparticules sont capables de solubiliser et 
done de retenir des substances hydrophobes, par exemple des medicaments. En outre, le 
r6seau forme par les chaines polym&res permet de retenir des macromoiecules hydrophi- 
les ; e'est la une propri^te classique des hydrogeis. 

On peut done Igalement utiliser les hydrogeis par exemple pour I'encapsula- 
tion et/ou la vectorisation de principes actifs tels que des macromoiecules hydrophiles ou 
des principes actifs hydrophobes de petite taille. Les hydrogeis obtenus peuvent 6gale- 
ment etre utilises pour favoriser la reparation de tissus vivants l&es, grSce aux possibili- 
t6s de rShabitation cellulaire in vivo qu'ils autorisent, ou pour Tencapsulation de cellules 
d'origines diverses, notamment fibroblastes, chondrocytes ou cellules de moelle osseuse, 
afin de produire par culture in vitro, avant reimplantation in vivo, un tissu autologue. 

Lorsque le degre d'esterification et/ou la longueur des chaines aliphatiques 
augmente, les derives du hyaluronane de IWention deviennent tres peu solubles ou pra- 
tiquement insolubles dans les solutions de chlorure de sodium. De tels produits insolubles 
peuvent egalement etre utilises pour former des hydrogeis, par addition d'eau h une solu- 
tion de ces derives dans un solvant organique miscible & Teau. 

En outre, les hyaluronanes modifies de IWention qui sont insolubles dans 
Teau sont utilisables soit sous forme de pfeces massives, par exemple en tant que pieces 
de prothese osseuse progressivement biodegradables, soit sous forme de microspheres ou 
de nanosphfcres permettant notamment la liberation progressive de medicaments. 

Les hyaluronanes modifies de IWention qui sont solubles dans I'eau ont en 
outre des proprietes emulsionnantes, et ils peuvent etre utilises comme agents emulsion- 
nants dans la preparation de microspheres ou nanospheres, notamment celles constituees 
a l'aide des derives selon IWention qui sont insolubles. 
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Les hyaluronanes modifies de 1'invention peuvent etre pr6par£s selon les pro- 
cedes classiques d'esterification, par exemple en faisant rtagir un derive aliphatique tel 
qu'un alcanol, un alcanethiol, un monohalog^noalcane, un gpoxyalcane ou un tosylate, 
mesylate ou tresylate d'alkyle sur un hyaluronane dont les fonctions carboxyliques sont 
5 gventuellement convenablement fonctionnalis6es (par exemple sous forme d'ester de 
N-hydroxysuccinimide ou sous forme de sel de tetraalkylammonium). 

De fa$on analogue, pour l'etape facultative de reticulation, on peut utiliser des 
reticulants classiques bifonctionnels capables de reagir sur des groupements carboxyli- 
ques convenablement fonctionnalisSs. Les agents reticulants sont notamment des derives 

10 dihaIog£n6s, des diols, des dithiols, des dilpoxydes ou des ditosylates, dimdsylates ou di- 
tr&ylates derivfis de chaines alkyle eventuellement interrompues par un ou plusieurs he- 
teroatomes (tels que -O-, -S-, -S-S-), par exemple des chaines polyalkylfeneglycol. 

Les hyaluronanes modifies de 1'invention ont une masse moleculaire qui de- 
pend essentiellement de la masse moleculaire du hyaluronane de depart. Les reactions 

15 d'esterification peuvent entrainer une leg&re depolymerisation. Gendralement, la masse 
moleculaire des hyaluronanes modifies est dans la gamme de 5 000 a 8 000 000 g/mol, 
lorsqu'elle est mesur6e par chromatographic d'exclusion sterique couplee & un photodiffu- 
siometre laser (methode dite SEC-MALLS : Size Exclusion Chromatography - Multian- 
gle Laser Light Scattering). La viscosity des hyaluronanes modifies solubles dans l'eau 

20 augmente avec leur masse moleculaire. 

Les hyaluronanes modifies de 1'invention sont stables en milieu salin 0,15 M 
NaCl, au moins pendant 1 an & 4°C. A 37°C les fonctions ester sTiydrolysent partielle- 
ment et le polym&re se degrade : ainsi, la viscosity au plateau newtonien d'une solution a 
1,5 % d*un derive contenant des chaines en Ci 8 (4 % de groupes carboxyliques esterifies) 

25 est divis€e par 2 environ au bout de 2 mois. Les hyaluronanes modifies de 1'invention 
constituent done des produits progressivement biod£gradables. lis sont en outre bioresor- 
bables et sont bien toldres par l'organisme. En raison de leur biocompatibilite elev£e, on 
peut les utiliser notamment dans un grand nombre duplications biomedicals. 

L'invention a done pour objet une composition contenant un hyaluronane mo- 

30 difie constitue essentiellement d'acide hyaluronique, eventuellement sous forme salifiee, 
dans lequel une proportion non sup6rieure h 50 % des groupes carboxyliques sont sous 
forme d'esters aliphaliques ou arylaliphatiques dont le groupe aliphatique ou arylaliphati- 
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que poss&de au moins 10 atomes de carbone. Les chaines aliphatiques on arylaliphatiques 
sont en particulier celles ayant de 10 a 22 atomes de carbone, et notamment ceiles ayant 
de 12 a 18 atomes de carbone. Les chaines arylaliphatiques sont notamment des chaines 
aralkyle et en particulier des chaines phlnylalkyle. 
5 Le terme "composition" d6signe ici non seulement toute combinaison de 

I'acide hyaluronique modifie avec un autre ingredient, par exemple de 1'eau pour former 
un hydrogel (ou un hydrogel contenant des substances hydrophobes, des macromolecules 
hydrophiles ou des cellules), mais aussi I'acide hyaluronique modifie seul, par exemple 
sous forme de poudre lyophilis^e, de film ou de pi&ce massive. 

10 Dans la composition de I'invention, Ie hyaluronane modifie peut etre en outre 

reticule, notamment par des ponts alkylene eventuellement interrompus par un ou plu- 
sieurs heteroatomes, notamment d'oxygfene ou de soufre. 

Parmi les compositions de I'invention, on peut distinguer celles contenant un 
hyaluronane modifie dont la proportion de groupes carboxyliques esterifids par des chai- 

15 nes alkyle est suffisamment faible, et/ou celles pour lesquelles la reticulation eventuelle a 
ete effectuee & un taux suffisamment faible, pour que le hyaluronane modifie resultant 
soit soluble dans une solution aqueuse de chlorure de sodium 0,15 M. De telles composi- 
tions peuvent se presenter sous la forme de solutions aqueuses visqueuses ou sous la 
forme dTiydrogels contenant eventuellement une substance hydrophobe et/ou une subs- 

20 tance macromol6culaire hydrophile, ou encore des cellules vivantes. La composition peut 
dgalement se presenter sous la forme d'un Iyophilisat, et en particulier d'un lyophilisat 
obtenu par lyophiltsation d'un hydrogel tel qu'il vient d'etre defini. 

Lorsqu'on utilise un hyaluronane modifie reticule, dans Ie but d'obtenir un 
hydrogel a resistance mdcanique amelioree, on effectue de preference la reticulation avec 

25 un taux suffisamment faible pour que le polymere puisse former un hydrogel capable de 
retenir une masse d'eau au moins £gale k 50 % de la masse du polymere. Ce taux de reti- 
culation peut etre facilement determine, dans chaque cas, par de simples experiences de 
routine. 

L'un des buts recherches par les auteurs de la pr6sente invention est Tobten- 
30 tion d'un materiau se presentant sous forme d'un hydrogel biocompatible et bioresorbable 
apte a etre utilise pour assurer et ameliorer la reparation de certains tissus vivants leses 
(peau ou cartilage par exemple), y compris des tissus ayant subi des lesions pathologiques 
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ou des pertes de mati&re, cette utilisation pouvant etre faite soit in vivo, par implantation 
suivie d'une ^habitation cellulaire, soit ex vivo. Dans ce dernier cas, lliydrogel sert de 
support pour la culture de cellules, ce support favorisant la ndosynthese in vitro d'une 
matrice extracellulaire. Lliydrogel obtenu aprfcs culture peut ensuite etre r6implant£ chez 
5 le donneur des cellules. 

On peut aussi employer ces hydrogels dans des domaines trbs varies (trauma- 
tismes, chinirgie esthetique), par exemple dans le traitement des lesions osteochondrals 
traumatiques par comblement. On peut Igalement effectuer une application directe de 
lliydrogel sur un tissu I6s6 pour en activer la cicatrisation ou pour favoriser la r6g£n£ra- 

10 tion cellulaire des tissus ayant perdu leur llasttcite et/ou Ieur resistance. 

Les hydrogels de Ilnvention peuvent encore etre utilises notamment comme 
compositions phannaceutiques permettant notamment de liberer progressivement les me- 
dicaments qu'elles renferment. De telles compositions s'avfcrent particulierement interes- 
santes dans le cas de principes actifs r£put£s insolubles dans Teau. Les compositions de 

15 Tinvention peuvent dgalement etre utilisees pour liberer progressivement des principes 
actifs hydrophiles, et en particulier des macromol£cules hydrophiles, par exemple des 
facteurs de croissance. 

On peut aussi incorporer dans les hydrogels de invention des macromolecu- 
les immunog&nes (notamment des proteines ou des conjuguls prot&ne-antigfene, par 

20 exemple des conjuguls antigfene-anatoxine tetanique, obtenus de faqon connue en soi) et 
Iventuellement des adjuvants. Les gels obtenus sont alors utilisables comme agents vac- 
cinants pr6sentant Tavantage que, du fait de la liberation progressive de Timmunog£ne, 
Torganisme se trouve plus longtemps au contact de celui-ci. 

Les compositions phannaceutiques & base d*hydrogels de Tinvention sont uti- 

25 lisables dans des precedes de traitement therapeutique comprenant leur administration 
notamment par voie orale ou rectale, ou par implantation. Lliydrogel, ou le lyophiiisat 
correspondant, peut etre encapsul£ dans un materiau capable de se desagrdger par fusion, 
ramollissement ou dissolution au contact du corps ou des fluides corporels. Les composi- 
tions sous forme dlmplants peuvent etre mises en place, notamment par injection. En ef- 

30 fet, les hydrogels obtenus selon Tinvention possfcdent g£n£ralement des propriety de 
rheofluidification, c'est-a-dire que leur viscosity diminue lorsqu'apr&s une p£riode de re- 
pos, une contrainte suffisante est brusquement appliqule puis maintenue constante. Les 
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hydrogels ayant cette propriete sont capables de transiter a travers une aiguille creuse 
ayant par exemple 2 mm ou meme 1 mm de diamdtre intlrieur, ce qui permet de realiser 
des implantations par injection. Les implants ainsi injectes retrouvent leur viscosite d'ori- 
gine, et done leur comportement de gel, aprfcs un temps pouvant aller g£n6ralement de 
5 quelques dizaines & quelques centaines de secondes. Cela permet a l'implant de rester en 
place Id ou il a £te introduit. 

Les hydrogels de l'invention peuvent egalement servir de supports implanta- 
bles et bioresorbables destines & favoriser la regeneration tissulaire, par exemple la rege- 
neration de tissus osseux ou de cartilage (eventuellement avec des hydrogels charges de 

10 cellules autologues et/ou de facteurs de croissance), ou encore la regeneration du paro- 
donte selon la technique de la regeneration tissulaire guidee. 

On peut egalement incorporer dans les hydrogels de 1'invention des substan- 
ces colorantes, des substances aromatiques, des insecticides, etc. De tels hydrogels peu- 
vent etre utilises notamment comme supports pour la diffusion prolongee de parfums, 

15 d'aromes, d 'insecticides, etc. 

Parmi les hyaluronanes modifies de l'invention, on peut mentionner egale- 
ment ceux dans lesquels la proportion de groupes carboxyliques esterifies et/ou le taux de 
reticulation sont suffisamment eleves pour que le polymfere resultant soit pratiquement 
insoluble dans une solution aqueuse de chlorure de sodium 0,15 M. Parmi ces polymfcres, 

20 ceux dont la proportion de groupes carboxyliques esterifies n'est pas trop eievee peuvent 
gonfler progressivement dans I'eau en formant des hydrogels. Les polymfcres insolubles 
dans l'eau peuvent egalement former des hydrogels par dissolution du polymfcre dans un 
solvant organique miscible & I'eau (par exemple le DMSO), suivie d'addition d'eau & cette 
solution. Lorsque le taux d'esterification devient suffisamment eieve, les polym&res in- 

25 solubles ne gonflent pas dans l'eau. 

La composition de l'invention, lorsqu'elle contient des hyaluronanes modifies 
insolubles dans l'eau, peut se presenter sous la forme de microspheres. On entend ici par 
'"microsphere" un systeme spherique plein dont le diametre moyen n'exc&de pas quelques 
centaines de micrometres (en particulier 500 |im), cette notion englobant des spheres (ap- 

30 peiees nanospheres) de diametre moyen inferieur au micrometre. 

De telles microspheres constituent des systfcmes bioresorbables permettant de 
liberer progressivement certains principes actifs. Elles peuvent etre administrees par voie 
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orale, intramusculaire ou intraveineuse, selon leur diametre. L'un des avantages des mi- 
crospheres est qu'elles permettent d'administrer facilement par injection des principes ac- 
tifs ayant une dur£e d 'action prolongde grdce a leur liberation progressive, ce qui amdliore 
Taction therapeutique des principes actifs et r£duit leur toxicite fiventuelle. Cette m£thode 
5 evite la mise en place d'implants et 6vite aussi les administrations r6p6t6es puisque Tac- 
tion du principle actif se fait sur une dur£e plus tongue. 

Les microspheres peuvent etre obtenues par diverses techniques connues en 
soi, notamment de la fagon suivante : Ie polym&re (insoluble dans Teau) qui constitue les 
microspheres est dissous dans un solvant (tel que le DMSO) miscible a Teau. La solution 

10 r£sultante est pr6cipit£e dans Teau en presence de tensioactifs en agitant. La taille des 
particules obtenues peut etre controtee notamment par la nature et la puissance de Tagita- 
tion. Le principe actif peut etre dissous soit dans le solvant organique, soit dans Teau dans 
laquelle la solution organique est versSe. 

Les microspheres de Tinvention peuvent etre utilisees selon les methodes 

15 connues. En particulier, Iorsque la substance active incorporle est un medicament, les 
microspheres peuvent etre utilises par voie orale, sous forme de poudres, de suspensions 
aqueuses ou de capsules. Lorsque les microspheres ont une taille suffisamment faible, par 
exemple inferieure a 150 \im, elles peuvent aussi etre administrees par injection, selon les 
methodes connues. En outre, des microspheres ne contenant eventuellement pas de subs- 

20 tance active peuvent etre inject£es de fagon h provoquer iocalement une embolisation du 
systeme de vascularisation des angiomes. 

La substance active incorpor£e dans les microspheres est g€n£ralement une 
substance hydrophobe. 

Parmi les substances hydrophobes qui peuvent etre incorpordes dans les hy- 

25 drogels ou dans les microspheres de Tinvention on citera notamment : des hormones, en 
particulier des hormones steroides (par exemple progesterone, estradiol, norgestrel, no- 
rethisterone, testosterone, hydrocortisone, prednisolone, dexamethasone), d'autres hor- 
mones (par exemple prostaglandines, insuline, etc.), des antibiotiques ou des 
antiparasitaires (par exemple gris6ofuIvine, 6rythromycine, quinazoline et ses d6riv&) 

30 des agents anticanc^reux (par exemple nitrosoureas, fluorouracile, azathioprine, doxoru- 
bicine, bleomycine, cis-platine, mitomycine) des anesthesiques ou des sedatifs (par 
exemple tetracaine, chloropromazine, diazepam, methadone, naltrexone), ou d'autres 
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principes actifs tels que la theophylline, la cafeine, la quinidine, ou encore des peptides 
(notamment la vasopressine). 

L'invention concerne egalement l'utilisation dW hyaluronane modifie tel que 
defini precedemment, dans la preparation d'un medicament, dans la preparation d'un im- 
5 plant, dans la preparation d'un hydrogel, dans la preparation de microspheres, dans la 
preparation d'une pifece de prothese osseuse (par exemple pifece de comblement, plaque 
ou vis), comme support de culture cellulaire in vitro, comme agent de piegeage ou d'en- 
capsulation d'une substance hydrophobe, d'une macromoiecule hydrophile ou de cellules 
vivantes. L'invention concerne notamment l'utilisation d'un hyaluronane modifie, dans 
10 laquelle : 

- ledit hyaluronane modifie est sous forme dTiydrogel contenant une subs- 
tance macromoieculaire hydrosoluble et/ou une substance hydrophobe et/ou des cellules 
vivantes ; 

- ledit hyaluronane modifie est insoluble dans l'eau et se presente sous la 
15 forme de nanospheres ou de microspheres contenant un produit actif ; 

- ledit hyaluronane modifie est insoluble dans l'eau et est prepare, par 
exemple par moulage, sous la forme d'une piece massive, destine notamment a etre uti- 
Iisee comme substitut osseux. 

20 Les exemples suivants illustrent l'invention. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : 

25 Le produit de depart est un hyaluronate de sodium commercialise par 

ACROS Organics (France) sous la denomination de Sodium Hyaluronate 85 %. 

On dissout 1 g de ce produit dans 100 ml d'eau distiliee. On met en contact 
la solution pendant 15 min avec 5 g de resine Dowex 50*8 echangeuse de cations, condi- 
tionnee en H+ h 2,5 m6q/g (stoichiometric 1:6). Aprfcs filtration, la solution contenant la 
30 forme acide du hyaluronane est neutralisee jusqu'a pH 7 par addition dtiydroxyde de te- 
trabutylammonium. 

On obtient ainsi le hyaluronate de tetrabutylammonium (HA-TBA). 
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On dissout 1 g de HA-TBA dans 100 ml de DMSO. On ajoute 57 \il de 
1-bromododecane. Apris 24 h d 'agitation a temperature ambiante, on soumet le melange 
i une dialyse contre de I'eau distill£e pendant 1 jour, puis contre une solution de NaN 3 
(1/2500) dans I'eau distillee pendant 6 jours, et enfin, une journ^e contre de I'eau distillee. 
5 On soumet ensuite la solution k une lyophilisation. 

On obtient ainsi un derivg du hyaluronate de sodium dont environ 10 % 
des fonctions carboxyliques sont esterifiees par des chaines alkyle en C !2 . 

Le produit obtenu, dissous & raison de 1,2% en solution aqueuse 0,15 M 
de chlorure de sodium, possfede une viscosity de 140 Pa.s (a gradient de cisaillement 
10 0,001 s" 1 ) et un module elastique de 20 Pa (i 03 rad/s). Une telle solution peut etre lyo- 
philisee. 

La determination du taux de fixation des chaines alkyle est effectu£e par 
dosage chromatographique en phase gazeuse : 100 mg du produit d analyser sont traites 
pendant 4 h en milieu basique (NaOH 0,08 N) a temperature ambiante de manifere & hy- 
15 drolyser les fonctions ester reliant les chaines alkyle au squelette polysaccharidique, et a 
permettre la liberation de l'alcool correspondant ; on ajoute a ce melange du tolufcne et un 
etalon interne (tetradecanol). 

Apres agitation au Vortex puis centrifugation a 3 000 x g pendant 20 min, 
on pr6teve la phase organique contenant l'alcool extrait et l'etalon interne, et on analyse 
20 cette phase organique par chromatographic en phase gazeuse (Chromatographe 
Shimadzu GC mini 3, colonne 10 % SE30, T inj = 280°C, = 210°C ; detection par io- 
nisation de flamme). 

Exemple 2 : 

25 De fagon analogue h celle d£crite a Texemple 1, en remplagant les 57 |xl de 

1-bromododecane par 36 \i\ de 1-bromooctadecane, on obtient un derivg du hyaluronate 
de sodium dont environ 4 % des fonctions carboxyliques sont esterifiees par des chaines 
alkyle en Qg. 

Le produit obtenu, en solution & 0,7 % dans une solution aqueuse 0,15 M 
30 de chlorure de sodium, possede une viscosity de 5 000 Pa.s (a gradient de cisaillement 
0,001 s" 1 ) et un module elastique de 15 Pa (a 0,3 rad/s). 

La solution obtenue peut etre lyophilis£e. 
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Exemple 3 : 

On dissout 1 g de HA-TBA dans 100 ml de DMSO. On ajoute 3 \xl de di- 
tosylate de t£traethyl£neglycol. Aprfcs 24 h d'agitation a temperature ambiante, on ajoute 
28 til de bromodod6cane. On agite a temperature ambiante pendant 24 h puis on lyophi- 
5 Use. 

On obtient ainsi un deriv^ du hyaluronate de sodium dont environ 5% des 
fonctions carboxyliques sont esterifies par des chalnes en Ci 2 et dont environ 1% des 
fonctions carboxyliques sont reticulles par des ponts tetraethyleneglycol. 

10 Exemple 4: 

De fagon analogue & celle d£crite & l'exemple 1, on a prepare un hyaluro- 
nane modifie dans Iequel environ 5 % des groupes carboxyliques sont esterifies par des 
chaines alkyle en Q 2 . 

15 Exemple 5: 

De fagon analogue d celle decrite & l'exemple 1, on a prepare un hyaluro- 
nane modifie dans Iequel 1 % environ des groupes carboxyliques sont esterifies par des 
chaines alkyle en d 8 . 

20 Exemple 6: 

On op&re comme & l'exemple 2, en rernplagant Ies 36 \xl de 
1-bromooctadecane par 120 nl de ce produit brome. Le hyaluronane modifie obtenu pre> 
cipite au cours de la dialyse et est isoie par filtration. 

Avec le produit obtenu, on peut preparer des pifeces massives, des films ou 
25 des microspheres, de fa$on usuelle. 

EXEMPLE 7 : Etude des proprUtis biologiques 

(a) Etude de cytotoxicite et de biocompatibilite in vitro 

Des essais de culture de chondrocytes en monocouche ont montre que 
30 Ies derives du hyaluronate de sodium ne sont pas cy totoxiques et sont biocompatibles. La 
cytotoxicite a 6t6 evaluee par I'etude de la liberation dans le milieu de culture de chro- 
mate de sodium marque au 51 Cr, ce chromate ayant ete prealablement incorpore dans le 
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cytoplasme des chondrocytes. Evaluation de la proliferation cellulaire a 6t6 effectuee 
par comptage des cellules, et la viabilite des cellules a ete etudi£e par coloration au bleu 
trypan qui colore les cellules mortes. 

Une autre experience a porte sur des cultures tridimensionnelles de 
5 chondrocytes de tete ^morales de rats Wistar males. La culture est effectuee sur billes 
d 'alginate de calcium, en presence de hyaluronate de sodium ou en presence de derives 
selon I'invention ; les proportions hyaluronate (modifie ou non)/alginate etaient 1:5. Le 
milieu de culture etait un milieu DMEM complet contenant de la thymidine tritiee et du 
sulfate de sodium marque au 35 S. On a evalue Tactivite de synthase des chondrocytes par 

10 l'etude de Incorporation de 35 S (signal correspondant & un cycle d'activite de synthase de 
proteoglycanes) et par l'etude de rincorporation de tritium (signal qui caracterise Tensem- 
ble des cellules vivantes prlsentes dans la culture). 

Le rapport de ces deux signaux illustre la proportion de cellules vi- 
vantes en cycle de synthese des proteoglycanes. Au bout de 21 jours de culture, ce rap- 

15 port est de Tordre de 1,2 a 1,4 en presence, comme additifs, des composes des exemples 
1 et 2, respectivement. Ce rapport est inferieur & 1 pour les cultures effectu6es en pre- 
sence de hyaluronate de sodium comme additif. Ce rapport est de 1'ordre de 0,6 pour les 
cultures effectuees sans ces additifs. 

On sait qu'en culture, les cellules susceptibles d'elaborer la matrice 

20 extracellulaire des tissus conjonctifs peuvent etre en phase de proliferation ou en phase de 
synthase des proteoglycanes, l*une des deux phases etant toujours privilegiee par rapport 
a 1'autre. 

Avec les hyaluronanes modifies de I'invention, on a en outre constate, 
par l'etude du rapport thymidine tritiee/ADN total, que les cellules proIifSrent peu, con- 
25 trairement aux cellules cultivees en I'absence de hyaluronate, et contrairement aux cellu- 
les cultivees en presence de hyaluronate qui proliferent encore davantage. 

Cela montre que, de fagon surprenante, les hyaluronanes modifies de 
{'invention favorisent les phases de synthase des proteoglycanes plutot que les phases de 
proliferation, ce qui est trfes favorable a Telaboration d'une matrice extracellulaire par les 
30 cellules ainsi cultivees. 
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(b) Implantation de gels de hyaluronane modifle selon l'invention 

Ces essais ont 6t6 effectuds chez le rat dans un modele de lesions os- 
teochondrals decrit par Moskalewski et al, Cell Transplant., 2, 467 (1993). Des lots de 6 
rats ont et€ utilises pour chaque mesure et pour chaque duree d'etude. Trois dur£es d'etu- 
des ont €t€ prises en consideration (J10, J20 et J40). Sur chaque rat, seul le genou gauche 
a re$u Timplantation dTiydrogel au niveau de la lesion, le genou droit servant de temoin. 

Les produits etudies etaient ceux des exemples 1 et 2 ci-dessus. 
Pendant les 10 premiers jours, les animaux etaient porteurs d*un 
emetteur pennettant d'evaluer un indice de mobility ainsi que les variations de tempera- 
ture corporelle : on n'a constate aucune reaction inflammatoire lorsque les lesions sont 
combines par un hydrogel, ce qui met bien en lumfere les proprietes de biototerance vis-i- 
vis du materiau. 

L'analyse macroscopique de la reparation du tissu Iese est effectuee 
notamment selon les criteres suivants : 

- regularite de la surface de I'implant, 

- aspect du raccordement, 

- coloration du cartilage peripherique, 

- aspect du cartilage peripherique. 

L'etude macroscopique a montre que, dans le cas de comblement par 
les hydrogels etudies, le tissu de reparation est de type hyalin, c'est-a-dire qu'il presente 
un bon resurfa^age, et que sa coloration est proche de celle du tissu environnant. En ou- 
tre, on observe une bonne integration au niveau des bords de la lesion. Enfin, le dosage 
des constituants de la matrice et le dosage d'ADN mettent en evidence que les implants 
ont permis une bonne rehabitation cellulaire et que le tissu de reparation, non fibreux, a 
une nature trfcs proche de celle du cartilage. 
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REVINDICATIONS 



1. Composition contenant un hyaluronane modifie constitue essentiellement 
d'acide hyaluroniquc, 6ventuellement sous forme saliftee, dans lequcl une proportion non 
supgrieure k 50 % des groupes carboxyliques sont sous forme d'esters aliphatiques ou 

5 arylaliphatiques dont le groupe aliphatique ou arylaliphatique comporte au moins 10 ato- 
mes de carbone. 

2. Composition selon la revendication 1, dans Iaquelle ledit hyaluronane 
modifig est en outre r£ticul£. 

3. Composition selon l*une quelconque des revendications pr£c£dentes, dans 
10 Iaquelle Iadite proportion de groupes carboxyliques esteriftes est suffisamment faible 

et/ou la reticulation est effectufie & un taux suffisamment faible pour que ledit hyaluro- 
nane modifie soit soluble dans une solution aqueuse de chlorure de sodium 0,15 M. 

4. Composition selon la revendication 3, dans Iaquelle ledit acide hyaluro- 
nane est reticule. 

*5 5, Composition selon la revendication 4, dans Iaquelle le taux de reticula- 

tion est suffisamment faible pour que ledit hyaluronane modifie puisse former un hydro- 
gel capable de retenir une masse d'eau au moins 6gale a 50 % de la masse du poiymfcre. 

6. Composition selon l*une quelconque des revendications pr£c£dentes, dans 
Iaquelle ledit hyaluronane modifie est sous la forme d'un hydrogel aqueux contenant 

20 6ventuellement une substance hydrophobe et/ou une macromolecule hydrophile. 

7. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 i 5, sous la 
forme d'un lyophilisat. 

8. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, sous la 
forme d'un hydrogel contenant des cellules vivantes et/ou au moins un facteur de crois- 

25 sance. 

9. Composition selon l*une quelconque des revendications 1 et 3, dans 
Iaquelle ladite proportion de groupes carboxyliques esterifies est suffisamment 61ev6e 
pour que ledit hyaluronane modifte soit insoluble dans une solution aqueuse de chlorure 
de sodium 0,15 M. 
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10. Composition selon la revendication pr6c6dente, dans laquelle ladite pro- 
portion de groupes carboxyliques esteriftes est suffisamment faible pour que ledit hyalu- 
ronane modifie gonfle dans 1'eau en forrnant un hydrogel. 

11. Composition selon la revendication 9 ou 10, presentee sous la forme 
5 d*une pifece massive, de microspheres, dhm hydrogel ou d'un hydrogel lyophilisfi. 

12. Utilisation d'un hyaluronane modifie tel que defini dans Tune quelconque 
des revendications prfcedentes, dans la preparation d'un medicament, dans la preparation 
d'un implant, dans la preparation d'un hydrogel, dans la preparation de microspheres, 
dans la preparation d'une piece de prothese osseuse, comme support de culture cellulaire 

10 in vitro y comme agent de piegeage ou decapsulation d'une substance hydrophobe, d'une 
macromolecule hydrophile ou de cellules vivantes. 

13. Utilisation selon la revendication 12, dans laquelle : 

- ledit hyaluronane modifie est sous forme dliydrogel contenant une 
substance macromoieculaire hydrosoluble et/ou une substance hydrophobe et/ou des cel- 

15 lules vivantes ; 

- ledit hyaluronane modifie est insoluble dans 1'eau et se presente sous 
la forme de nanosph&res ou de microspheres contenant un produit actif ; 

- ledit hyaluronane modifie est insoluble dans 1'eau et est prepare sous 
la forme d'une pifece massive destinee & etre utilis6e comme substitut osseux. 
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